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摘要 
致病菌引发的严重感染和化脓一直是临床治疗的一项棘手难题。当细菌侵
入后，天然防御细胞如巨噬细胞、嗜中性粒细胞等立即响应，识别并吞噬致病
菌的同时调动胞内线粒体和 NADPH 氧化酶向吞噬泡内释放大量的活性氧
（ROS），进而实现杀伤和清除细菌的功能。当这类细胞不能充分发挥杀伤和清
除病原体的功能时，即使入侵的细菌数量较少或是致病力不强，也可能诱发机
体破损部位或组织器官产生脓肿溃烂、炎症因子风暴和组织坏死，最终导致败
血症或致死性脓毒性休克。 
而在这一过程中吞噬细胞如何驱动线粒体向吞噬泡募集并将产生的 ROS 释
放到吞噬泡内就显得尤为关键，然而其中的调控机制并不为人所知。本文研究
发现，Mst1 和 Mst2 蛋白激酶（Mst1/2）可以通过驱动线粒体向细菌吞噬小泡募
集调节线粒体 ROS（mtROS）的产生，进而发现了一条从鲜为人知的依赖于 TLR
和 Hippo 信号通路激活的天然免疫宿主防御性信号通路。 
本文研究发现在发生细菌感染时，TLR 信号通路促进 Mst1/2 激酶活化，活
化的 Mst1/2 能够激活 Rac1 和 Rac2 来实现线粒体向吞噬泡募集的调控。同时，
活化的 Rac1 和 Rac2 与 TRAF6 结合并被 K63 位泛素化修饰后与之解离，泛素化
修饰的 GTP-Rac1/2 参与细胞膜上 NADPH 氧化酶复合物装配并发挥 ROS 释放
作用。另一边，与 GTP-Rac1/2 解离的 TRAF6 迅速与线粒体蛋白 ECSIT 形成复
合体介导线粒体向吞噬小泡募集，与NADPH氧化酶协同向吞噬小泡内释放ROS，
从而杀伤和清除致病细菌。而在 Mst1/2 cDKO 小鼠中放回特异性髓系细胞表达
的持续激活 Rac1（Rac1G12V）后，巨噬细胞中活化的 Rac1 会驱动线粒体向吞噬
泡募集并协同释放 ROS，增强了 Mst1/2 cDKO 小鼠对细菌的抵抗力。 
而由 Rac2 第 57 位天冬氨酸突变导致的人类免疫缺陷综合症的内在机制也
得到了很好的解释，即低活性的 Rac2 阻断了 TRAF6 与 ECSIT 结合所介导向吞
噬泡内释放 ROS 这一过程。 
综上所述，本文研究发现了一条在吞噬细胞中非常关键的细菌清除信号通
路 TLR-Mst1/2-Rac-TRAF6/ECSIT，这也是天然免疫宿主防御系统中调控吞噬细
胞发挥抗感染作用的防御性信号通路。 
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II 
 
本文研究为设计和开发针对这条天然免疫防御性信号通路关键蛋白的抗感
染药物提供了微观分子水平的全新的视觉，为今后致病菌感染性疾病或遗传性
吞噬细胞免疫缺陷综合症的治疗提供了坚实的理论依据。 
 
关键词：Hippo 信号通路，Mst1/2，天然免疫，细菌感染，吞噬细胞，活性氧 
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Abstract 
Phagocytes are specialized immune cells that engulf harmful microorganisms 
and destroy them in phagosomes. The destruction process mainly depends on the 
production of large amounts of reactive oxygen species (ROS). Mitochondria need to 
be juxtaposted to phagosomes to synergistically produce ample reactive oxygen 
species (ROS) in phagocytes for pathogens killing. However, how phagosomes 
transmit signals to recruit mitochondria has remained unclear. Here we found that the 
kinases Mst1 and Mst2 functioned to control ROS production by regulating 
mitochondrial trafficking and mitochondrion-phagosome juxtaposition. Further we 
found a novel signaling pathway about innate immune host defensive pathways by 
Hippo activation in a TLR-MyD88 pathway dependent manner. 
The role of Mst1 and Mst2 in the activation of Rac and the recruitment of 
mitochondria to phagosomes for optimal ROS production. The stimulation of 
cellsurface TLRs activated Mst1 and Mst2 to promote Rac GTP charging. Once 
‘charged’ with GTP of Rac and underwent K63-linked ubiquitination by TRAF6, 
which augmented further ‘charging’ of Rac with GTP. The importance of the 
contribution of Mst1 and Mst2 to such ‘charging’ was shown by the ability of 
myeloid cell–specific expression of constitutively active Rac1G12V to restore the 
defective mitochondrion-phagosome association and eliminate the enhanced 
susceptibility to bacterial infection of mice lacking myeloid cell expression of Mst1 
and Mst2. Thus, Mst1 and Mst2 are critical components of signaling via TLR1, TLR2 
and TLR4 that support host defense against invading pathogens. 
The inactivating D57N substitution in human Rac2 (Rac2
D57N
) results in a 
substantial reduction in the production of ROS by phagocytes and leads to severe 
bacterial infections, a phenotype similar to that of mice doubly deficient in Mst1 and 
Mst2. Rac2
D57N
 bound to GDP but not to GTP, and Rac-GDP bound competitively to 
TRAF6 with ECSIT and thereby prevented formation of the TRAF6-ECSIT complex 
and the association of mitochondria with phagosomes. 
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In summary, our work has demonstrated that kinases Mst1 and Mst2 are key  
regulators of microbe-elicited ROS production and that they act through a previously 
unrecognized signaling cascade:TLR-Mst1-Mst2-Rac-TRAF6-ECIST. 
Our studies will provide molecular insight that will aid in the design of 
therapeutic agents for antimicrobial infection. 
 
Keywords：Hippo signaling pathway, Mst1/2, innate immunity, bacterial infection, 
phagocytic cell, reactive oxygen species 
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第一章 前言 
1.1 Hippo信号通路与免疫系统 
1.1.1 Hippo信号通路概述 
在动物的生长和组织发育中，对于组织或器官中细胞数量的调控是十分重
要的。在此过程中，组织、器官和动物体型的发育需要细胞数量的增长，并且
器官功能的发育要以多种细胞类型的分化为保证。在大多数动物成年后，许多
组织和器官中的细胞都在不断更新换代，以维持其正常组织器官功能。组织器
官在一些非正常的更新换代条件下，如组织损伤修复或组织器官再生，组织器
官中一些特异性祖细胞的分裂和分化水平会持续活化一段时间，用以修复和弥
补损伤的组织器官，而当组织器官在修复完成，恢复到原有体积时，这部分特
异性的祖细胞就会停止分裂和分化，从而进入静息状态。另一方面，当组织器
官的分裂和分化不受控制时则会造成增生或肿瘤的生成。细胞增殖，细胞死亡
和细胞分化的相关机制的研究已经非常广泛[1-7]，但这些生理过程之间是如何进
行相互调控却并不清楚。而在果蝇和哺乳动物中，Hippo 信号通路能够通过调控
细胞的增殖，细胞死亡和细胞分化来调控细胞的数量，因此 Hippo 信号通路极
有可能成为这些生理过程的关键效应信号通路。 
Hippo 信号通路是一条生长抑制性信号通路，在调控细胞增殖和分化中发挥
着重要的作用。后续研究发现 Hippo 信号通路不仅在维持组织器官的体积、细
胞数量中起到关键作用，而且在肿瘤的发生发展过程中也扮演着很重要的角色。
Hippo 信号通路最早是在果蝇中被发现的，当时研究人员希望在基因组中筛选到
能调控组织器官大小的基因。当失活性突变一个名为“Hippo (Mst)”的蛋白激
酶后，表现出明显的组织过度生长和肿瘤生成[8-11]，进一步的研究发现这种惊人
表型是因为该基因功能失活性突变后，由于细胞周期的加速以及细胞凋亡机制
的失效最终导致细胞数目的大量增加。在此基础上，研究人员发现 Warts (Lats)
以及 Mats (Mob1)功能失活性突变出现的表型都非常类似于 Hippo (Mst)，同时
Salvador 基因的功能失活性突变后出现类似但更为温和的表型。 
STE20 家族的蛋白激酶——MST1/2，能够磷酸化并激活下游蛋白 Sav1, 
Lats1/2 和 Mob1[3, 12, 13]。Mst1/2 和 Sav1 都具有 SARAH (Sav/Rassf/Hpo)结构域，
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它们能够相互作用，其中 Sav1 的生理学功能是作为构架蛋白存在的，这种稳定
的构架作用可以提高 Mst1/2 的激酶活性[13]。通过构架蛋白的稳定结合能够加强
Mst1/2 对 Lats 的直接磷酸化，而这种磷酸化作用对于 Lats 的激活是必须的[12]。
当下游蛋白 Mob1 被 Mst1/2 磷酸化后，能够加强其结合在 Lats 的自抑制结构域
的作用，引起 Lats 蛋白的磷酸化增加，从以上两方面大大增强其激酶活性[12, 14]。 
活化的 Lats 能够通过与 Yap 的直接相互作用将其磷酸化[15-17]。Lats 蛋白属
于 ACG 家族中的一种的激酶，具有 HXRXXS 保守序列的蛋白都能被其识别，
Lats 通过 PPxY 结构域与 Yap 的 WW 结构域产生相互作用[18-20]，同时，Lats 能
直接磷酸化 Yap 蛋白上的五个 HXRXXS 位点[21]。被磷酸化修饰后的 Yap 通过与
14-3-3 蛋白的相互作用被招募至细胞浆，导致其转录共激活作用被抑制，进而受
Yap 调控的下游靶基因的转录水平也会下调[21]。Yap 的同源物 TAZ 蛋白上的的
多个 HXRXXS 也能够被 Lats1/2 磷酸化[16, 22, 23]。如果 Hippo 信号通路上游激酶
级联反应受到阻断，Yap 处于低磷酸化甚至去磷酸化状态，进而转运至细胞核，
行使其转录共激活作用，导致其下游靶基因的转录水平上调[16, 17, 22, 23]。 
另一方面，Yap 的蛋白稳定性会受到的磷酸化或去磷酸化状态的影响。上游
激酶 Lats 对 Yap 蛋白 Ser381 位或 TAZ 蛋白 Ser311 位进行磷酸化，从而进一步
触发酪氨酸蛋白激酶 CK1 的磷酸化，招募 E3 泛素连接酶-TRCP，对 Yap 蛋白
进行泛素-蛋白酶体降解[22]。因此，Yap 的蛋白稳定性和细胞质—细胞核定位是
Hippo信号通路蛋白对于Yap蛋白稳定性的调控是Hippo上游激酶的主要调控机
制，如图 1.1。 
Hippo 信号通路对下游效应蛋白 Yap 的调控主要是通过控制其磷酸化或去
磷酸化水平和 Yap 的蛋白稳定性来实现的。 
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图 1.1 Hippo 信号通路[24] 
Fig. 1.1 Hippo signaling pathway
[24]
 
 
1.1.2 Hippo信号通路与免疫系统功能 
有研究显示，Mst1 和 Mst2 激酶在胸腺、脾脏和淋巴系统中检测到大量表达。
其中研究的比较深入的，是发现 Mst1 在调节 T 细胞发育选择、粘附、迁移、生
长和凋亡过程中起到不可替代的重要作用[4-7]。缺失 Mst1 的小鼠表现出粒细胞减
少，CD4 阳性 T 细胞、CD8 阳性 T 细胞和 B220 阳性 B 细胞的总量显著下降，
脾脏中皮质和髓质的界限消失，并且与野生型相比 Mst1 缺失的小鼠中 CD62Lhi、
CD44
lo的外周血未分化 T 细胞的数量也明显降低，而在肝脏或肺中发现 CD62Llo、
CD44
hi的效应 T 细胞和记忆 T 细胞的比例明显升高。但 Mst1/2 的缺失并不影响
胸腺中的 T 细胞的发育，只是发现在 Mst1/2 缺失后胸腺的尺寸有略微变小的现
象，这可能是由于处于双阳性期的细胞 Mst1/2 激酶的表达量过低而造成的。 
几年前一篇文章报道了一例因Mst1基因突变造成的人类免疫缺陷综合症病
例，主要是以未分化的 CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞等淋巴细胞减少特别是嗜中性
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粒细胞减少为特征的，病人主要表现为身体各部位出现细菌或病毒的反复感染，
以及各类自身免疫性疾病等症状[25, 26]。相比于 Mst1，Mst2 的全身敲除并没有看
到淋巴细胞数量有任何变化，然而，在 Mst1 全身性敲除的背景上再特异性的敲
除造血干细胞中 Mst2 则会引发 T 细胞数量的急剧降低，这说明 Mst2 对于淋巴
细胞来说有可能扮演着替补 Mst1 的角色。因此 Mst1 对于维持 T 细胞稳态是十
分重要的，并且这种由 Mst1/2 同时敲除造成的 T 淋巴细胞的缺失也只有回补野
生型 Mst1 能够抵抗这一表型[27]。 
Mst1缺失小鼠的未分化T细胞能够积极的相应TCR激活诱导的增殖和凋亡，
此外 Mst1 还能下调效应 T 细胞和记忆 T 细胞的数量。因此 Mst1 在未分化 T 细
胞中担当起决定其是否分化的重要检察关卡。 
在 T 细胞中敲除 Mst1 几乎不会影响 Lats1/2 的羧基末端磷酸化和自身磷酸
化甚至不会影响 YAP 的磷酸化。但 Mst1 缺失后 Mob1A/B 的磷酸化几乎完全消
失，所以预示着 Mst1 可能通过调控 Mob1A/B 的激活发挥着诱导未分化 T 细胞
增殖的作用[27, 28]。另外，Mst1 或 Mst1/2 的同时缺失会影响胸腺细胞向外周免疫
器官的迁出，导致未分化 T 细胞在胸腺内的堆积，外周血中未分化 T 细胞数量
显著降低。 
Mst1 缺失的 T 细胞同样表现出粘附功能、归巢功能和迁移功能的缺陷。胸
腺细胞中表达大量的鸟苷酸交换因子（Guanine nucleotide Exchange Factors，
GEFs），例如 DOCk2 或 DOCk8 等，这对于维持 Rac1/2 的活性是非常重要的。
当 DOCk2 缺失后导致 T 细胞迁移功能、细胞骨架极化受损等类似于 Rac1/2 缺
失的表型[4, 27]。 
而在 Mst1/2 缺失的细胞中表现出 RhoA 和 Rac 的激活受到抑制，也有文献
报道 Mst1/2 通过激活下游蛋白 Mob1A/B 的磷酸化，继而调控 DOCk8 的激活和
小 G 蛋白 Rac1 的激活，这意味着活化的 Rac1 有可能调控了胸腺内 T 细胞向外
周免疫器官的迁出过程[27, 28]。 
1.2 天然免疫与 TLR信号通路 
1.2.1天然免疫系统和天然免疫 
天然免疫系统是在漫长的生物进化过程中非常古老并且十分保守的一套生
物体自我防御机制，更为奇妙的是，在植物、真菌、昆虫、原始的多细胞生物
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和大多数无脊椎动物体内都发现获得性免疫系统的缺失并且只存在天然免疫系
统的现象，这更加说明了天然免疫系统的遗传性、保守性和重要性[29, 30]。天然
免疫系统由组织屏障、天然免疫细胞和天然免疫分子构成。其中组织屏障包括
表皮和黏膜系统、胎盘屏障（BBB）和血脑屏障（PB）,天然免疫细胞包括吞噬
性细胞（中心粒细胞和巨噬细胞）、杀伤细胞（NK）和树突状细胞（DC）,天然
免疫分子包括细胞因子、趋化因子、补体系统和相关酶类[31-35]。 
天然免疫也叫非特异性免疫，是指生物体在出生时就已经存在的非特异性
免疫功能，是生物体在进化中逐渐形成的免疫防御机制，在保护生物体对抗病
原体感染时最先起效[30]。当生物体受到外来病原体或异源物质侵入时，天然免
疫系统中的表皮和黏膜层首先开始发挥抵御作用，当表皮和黏膜层防御失效或
是被病原体突破时，天然免疫细胞开始行使其吞噬、杀伤和抗原加工呈递的作
用，并且与和天然免疫分子一起协同作用，起到清除病原体和异源物质的作用[31, 
32, 35-41]。 
1.2.2 TLR信号通路概述 
1.2.2.1 TLR家族的发现和成员 
从生物进化至今，生物体能发现并清除外来病原体依靠的是免疫系统识别
自我和非我之间的差别。Toll 受体和天然免疫的关系是在对果蝇的研究中被发现
的[42]，在果蝇中 Toll 受体的功能最初被定义为：在果蝇胚胎发育过程中在背腹
极性建立过程中所必需的一类跨膜受体[42]，后续研究发现 Toll 受体在抵抗真菌
感染和宿主防御中发挥着重要功能，而仅仅一年后就在哺乳动物中鉴定出与果
蝇 Toll 受体相应的同源物[43]。随后一系列在结构上密切相关的 Toll 蛋白家族被
鉴定出来，即 Toll 样受体家族（Toll-like receptors, TLRs）。已知的 TLR 家族由
10 个成员组成（TLR1-TLR10），未来的研究有可能发现更多的 Toll 样受体[44]。 
1.2.2.2 模式识别受体和病原体相关分子模式 
模式识别受体（Pattern-Recognition Receptors, PRRs）最早是由著名免疫学
家 Janeway 提出这一概念的[45]，它是指种系编码的能够识别病原微生物的重要
并保守的组成成份即病原相关分子模式（Pathogen-Associated Molecular Patterns， 
PAMP）,从而激活模式识别受体下游信号通路，引发天然免疫系统活化[46-52]。继
诺贝尔生理或医学奖获得者 Beutler 于 1998 年发现与果蝇 Toll 基因同源的 TLR4
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